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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary
A　simple　and　rapid　procedure　for　detecting　mycoplasma　contamination　in　cell　culture　is　reported．　The
principle　involes　measuring　a　site－specific　endonuclease　activity　found　in　cytoplasmic　extracts　of
my・・pl・・ma－c・nt・min・t・d・cell・．　The　end・nu・1・a・e　cl・av・・th・CAATTG・equ・nce　lik・th・my・・pl・・ma
derived　restriction　enzyme　Mfe　1／Mun　1．　Plasmid　DNAs　containing　this　sequence　produce　unique
fragments　after　incubation　with　cytoplasmic　extracts　of　mycoplasma　contaminated　cells．　Detection　of
significant　levels　of　the　nuclease　activity　requires　10‘　to　105　cells　with　a　sensitivity　comparable　to　the
DNA－staining　with　4’，　6－diamidine－2’一phenylindole　dihydrochloride　（DAPI）．　The　entire　procedure　takes
three　hours　or　less．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Introduction
Mycoplasmas　are　common　contaminants　of　cell　culturei）．　Contamination　by　mycoplasmas　has　been
shown　to　alter　a　broad　range　of　biological　and　immunol　ogical　parameters．　Since　such　contamination　is
almost　always　introduced　in　the　laboratory，　investigators　require　simple　procedures　to　frequently　screen
their　ceil　1ines　for　mycoplasmas．　For　the　detection　of　mycoplasma　contamination　in　cell　culture，　several
methods　can　be　used：DNA－staining　using　the　fluorescent　reqgents　4’，　6－diamidine－2’一phenylindole
dihydrochloride　（DAPI）2），　or　disbenzimide3），　enzyme　immunoassay‘），　and　polymerase　chain　reaction
（PCR）s）．
Degradation　of　host　nucleic　acid　by　mycoplasmic　nucleases　in　cells　infected　with　mycoplasma　has　been
reported6）7）．　One　of　these　nucleases，　termed　Mfe　1　derived　from　mycoplasma　fermentans8）　or　Mun　19），　is
a　unique　restriction　enzyme　that　recognizes　and　cleaves　the　CAATTG　sequence．　This　highly　specific
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activity　led　us　to　devise　a　new　method　for　the　detection　of　mycoplasma　contamination　in　cultured　cells．
In　this　paper，　we　present　a　procedure　based　on　measuring　the　unique　Mun　1－like　activity．　Although　it
is　not　clear　how　common　the　Mun　1－like　endonuclease　activity　is　in　mycoplasmas，　our　method　will　be
usefu1　as　a　routine　assay　of　mycoplasma　contamination　in　cultured　cells．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Materials　and　Method
Cells．　The　hyman　cell　line，　promyelocyte　leukemia　HL60　was　cultured　in　RPMI1640　（GIBCO）
containing　10910　heat－inactivated　fetal　calf　serum　（FCS）．　Monkey　kidney　Vero　cells　which　have　been　used
as　indicator　cells　were　cultured　in　Dulbecco’s　modified　Eagle　medium　（GIBCO）　containing　8910　FCS．　To
eliminate　mycoplasmas，　contaminated　cells　were　treated　with　BM－cycline　（Boehringer－Mannheim）　for　at
least　three　cycles．　After　treatment，　the　cells　were　free　of　mycoplasmas．
Plasmids　and　Restriction　endonucleases．　pSVB　（9．6Kb）　constructed　by　Bam　HI－cohesive一
・ndlig・ti・n・f　PBR322　and　th・四一1・ng・h　sv40　w・・akind　gi丘・f　D・．　F．　st・au・（In・ti・u・J・・qu。，
Monod）．　pNeo－myc2．4　（9．2Kb）　that　possesses　parts　of　the　SV40　sequence，　including　one　site　for　Mun
I・w・・kindly　p・・vid・d　by　D・・M・L・脆klo）・Th・numb…fMun　l・utti・g・it・・i・ze，。，　f。u，　and。n。　i。
pBR322，　pSVB　and　pNeo一・myc2．4，　respectively．　Eco　RI　and　Sal　1　were　purchased　from　Boehringer－
Mannheim，　and　Mun　1　form　Stratagene　（USA）．
Cytoplasmic　ce11　extracts．　Cytoplasmic　extracts　were　prepared　according　to　St皿man　and　Gluzman11）．
In　brief，　106　cells　were　harvested　into　a　1．5　ml　tube　（eppendorO，　washed　once　with　phosphate－bufferred
saline　and　resuspended　in　20　pa1　of　an　ice－cold　hypotonic　buffer　（20　mM　Hepes－KOH　pH　7．5，　5　mM
KCI，　1．5mM　MgCI2　and　O．1mM　dithiothreitol）．　After　one　freeze－thaw　cycle，　the　cell　lysate　was
cent・ifug・d・t　l2000・pm・f・・10min，　and・h・・up・・n…nt　w・・u・ed・・the　cy・・pl・・mic　ex・・a・・．　Cy・。plas－
mic　extracts　usually　contained　6－7　”g　of　protein　per　microliter．
Nuclease　assay．　For　the　standard　assay，　10pt1　of　reaction　mikture　contained　O．4＃g　of　Eco　RI－
linearized　pNeo－myc2．4，　and　3　ptg　of　protein　extract　in　the　buffered　with　10　mM　Tris－HCI　pH　7．5，　10
mM　MgCI2，　50　mM　NaCI　and　1　mM　dithiothreitol．　after　30一　or　40－min　incubation　at　370C，　the　reacton
was　stopped　by　adding　2　＃1　of　100　mM　EDTA　followed　by　heating　at　650C　for　5　min．　The　samples　were
supplemented　with　sodium　dodecyl　sulfate　（SDS）　to　a　final　concentration　of　O．19（o　and　analyzed　on
1910－agarose　gel　containing　O．5　pt　g／ml　of　ethidium－bromide　（EtBr）．
DNA　staining　with　DAPI．　Fluorescent　reagent　4’，　6－diamidine－2’一phenylindole　dihydrochloride
（DAPI）w・・pur・h・・ed丘・m　B・・h・inger－M・nnh・im・F・・DNA－s・・ining・f丘b・・bl…ssu・h。，　V。，。　cell、，
cells　grown　on　coverslips　were　washed　once　with　Iμg／ml　DAPI－methanol　and　then　incubated　in　the
DAPI－methanol　solution　for　15　min　at　room　temperature　in　the　dark．　After　three　successive　washes　in
methanol，　the　inverted　coverslips　were　examined　on　a　slide　glass　under　a　fluorescence－microscope　with
340／380　nm　excitation一　and　LP　430　nm　barrier－filters．
Results
Specific　endonuclease　activity　in　mycoplasma－infected　HL60　cells
Cytopl　asmic　extracts　were　preparated　from　mycoplasmacontaminated　and－free　HL60　cells　according
to　Stillman　and　Gluzman，　who　used　the　procedure　for　in　vitro　DNA　replication　experiments．　Wheras　Eco
RI－linearized　pBR322　remained　intact　on　agarose－gelelectrophorsis　after　the　incubation　with　the　extracts
from　the　mycoplasma－free　cells，　the　substrate　incubated　with　the　extracts　from　mycoplasma－contaminated
cells　exhibited　a　nebulous　EtBr－staining　lane　（not　shown）．　This　indicates　a　random　degradation　of　the
plasmid　DNA　by　non－specific　nucleases　activities　derived　from　the　mycoplasmas．　On　the　other　hand，　as
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shown　in　Fig．1，　the　agarose－gel　analysis　of　pSVB　incubated　with　the　extract　from　mycoplasma．
contaminated　cells　displayed　the　same　pattern（lane　3）as　Mun　l－digested　or　partially　digested　pSVB
（lane　5　and　4）．Similar　results　were　obtained　with　Eco　RI－linearized　pNeo－myc2．4　when　digested　into　two
fragments　（lane　7　to　9）　of　3．8　Kb　and　4．5　Kb．
　　These　results　indicate　that　the　cytoplasmic　extracts　derived　from　mycoplasma－contaminated　cells
contains，　besides　non－specific　nucleases，　at　least　Mun　I－like　site－specific　endonuclease．　When　the　cytoplas－
mic　extracts　（containing　3　pt　g　of　protein）　from　the　mycoplasma－contaminated　HL60　cells　and　the
substrate　Eco　RI－linearized　pNeo－myc2．4（0．5μg）were　used，　the　optimal　condition　for　the　detection　of
the　Mun　I－like　activity　was　30　min－incubation　at　37℃in　50　mM　NaCI－containing　buffer．　A　longer
incubation　caused　an　increased　non－specific　degradation　of　the　substrate．　The　specific　nuclease　activity，
depending　on　the　doses　of　the　extracts，　could　be　detected　with　as　few　as　O．3　pt　g　of　protein　extract，　i．e．　it
requires　10‘　cells　of　the　mycoplasma－contaminated　HL60　（not　shown）．　The　nuclease　activity，　like　Mun
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Fig．　1　Specific　endonuclease　activity　in　the　cytoplasmic　extracts　of　mycoplasma－
　　　　contaminated　HL60．　0．5　pt　g　of　pSVB　was　incubated　without　（lane　1）　or　with
　　　　the　cytoplasmic　extracts　（lane　3），　or　O．3　units　（lane　4）　or　3　units　（lane　5）　of
　　　　Mun　1．　O．5　pt　g　of　EcoR　1－linearized　pNeo－myc2．4　was　incubated　without　（line
　　　　6）　or　with　the　cytoplasmic　extracts　（lane　7），　or　O．1　units　（lane　8）　or　3　units
　　　　（lane　9）　of　Mun　1．　Lane　2　represents　Sal　1－linearized　pSVB．　Arrows　on　the
　　　　right　indicate　sizes　of　the　two　fragments　of　Mun　1－digested　pNeo－myc2．4．　The
　　　　left　lane　represents　a　Hind　III－digest　of　A　phage　DNA．
（3）
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Fig．　2　Comparison　between　DAPI－DNA－staining　and　the　nuclease　assay．　Vero　cells　were　incubated　in　the
　　　　absence　（1）　or　presence　（2，　3，　4）　of　the　culture　fluids　of　mycoplasma－contaminated　HL60．　After　48　hours
　　　　incubation，　the　cells　were　subjected　to　DAPI－DNA　staining　（A）　and　to　the　nuclease　assay　（B）　using　Eco
　　　　RI－linearized　pNeo－myc2．4　（O．5　＃g）．　The　culture　fluids　were　added　at　1：106（2），　1：10‘（3），　and　1：102
　　　　（4），　respectively．　Electrophoresis　was　carried　out　as　in　Fig．　1．　The　left　two　lane，　M　and　C，　represent
　　　　respectively　a　Hind　III－digest　of　A　phage　DNA　and　the　intact　substrate．
（4）
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1，　required　the　presence　of　Mg”　and　was　inactivated　by　heating　at　65eC　for　5　min　（not　shown）．
Comparison　of　the　sensitivity　between　the　nuclease　assay　and　DAPI－DNA　staining
　　Using　the　nuclease　assay，　we　examined　the　mycoplasma－contamination　of　various　cell　lines　obtained
from　several　independent　laboratories，　and　compared　its　sensitivity　with　DAPI－DNA　staining．　The　Mun
I－like　nuclease　activity　was　always　detected　in　the　cell　lines　where　extranuclear　mycoplasma　colonies　were
seen　by　DAPI－DNA　staining（not　shown）．
　　Next，　monkey　Vero　cells　were　cultured　in　the　medium　added　with　various　quantities　of　the　culture
fluids　of　mycoplasma－contaminated　HL60　cells．　After　48　hours　incubation，　the　cells　were　subjected　in
parallel　to　the　nuclease　assay　of　the　cytoplasmic　extracts　and　to　DAPI－DNA　staining　（Fig．　2）．　The　latter
demonstrated　that　the　extranuclear　mycoplasma　colonies　in　the　Vero　cells　increased　with　the　quantities
of　the　mycoplasma－containing　fluids　initially　added　to　the　cells　（Fig．　2A）．　The　nuclease　activity　was
proportional　to　the　inoculum　size　（Fig．　2B）．
　　These　results，　taken　together，　show　that　mycoplasma－contamination　can　be　detected　by　measuring
Mun　1－1ike　nuclease　activity　of　cytoplasmic　extracts　with　a　sensitivity　compar　able　to　that　of　DAPI－DNA
stalnmg．
Discussion
　　As　mycoplasma　contamination　of　cell　culture　exerts　various　biological，　biochemical　and　immunological
effects，　the　cultured　cells　have　to　be　frequently　examined　for　the　contamination．　Nevertheless　several
methods　such　as　DNA－staining　with　fluorescent　reagents，　enzyme　immunoassay，　and　PCR　are　available，
the　nuclease　assay　presented　in　this　work　wi11　be　a　simple　and　rapid　alternative　that　requires　only　simple
techniques　and　minimum　facilities　for　DNA　manipulation．　lt　needs　10‘　to　105　cells　for　preparing　the
cytoplasmic　extracts　as　nuclease　sources．　lt　takes　three　hours　or　less　for　the　entire　procedure．　ln　addition，
obtained　results　are　unambiguous，　andits　sensitivity　is　comparable　to　that　of　DAPI－DNA　staining．
　　Although　we　have　not　identified　the　mycoplasma　strains，　we　applied　our　method　to　several　cell　lines
obtained　from　various　independent　laboratories，　and　found　that　all　mycoplasma　positive　cell　lines
according　to　DAPI－staining　always　displayed　the　Mun　1－1ike　nuclease　activity　（not　shown）．　Thus　the
nuclease　may　be　common　to　various　mycoplasma　strains　or　the　contamination　of　Mycoplasma　fer－
mentans　or　its　relatives　may　be　highly　frequent．
　　Halden　et　al．　ident冊ed　the　endonuclease　Mfe　I，　identical　to　Mun　I，　in　the　nuclear　extracts　of　some
human　cells　and　demonstrated　that　the　nuclease　was　derived　from　Mycoplasma　fermentans　in　the　cells，
suggesting　that　the　enzyme　may　be　usefu1　for　mycoplasma　typing．　We　found　the　nuclease　activity　in　the
nuclear　extracts　but　also　in　the　cytoplasmic　extracts　（not　shown）．　The　nuclease　is，　therefore，　not　confined
to　nuclei　but　diffiユsible．
　　Since　the　Mun　1－like　activity　in　the　cytoplasmic　extracts　is　usually　accompanied　by　non－specific
nuclease　activities，　reaction　for　30－40　min　is　sufficient　in　our　experimental　condition．　A　longer　incubation
or　an　excess　amount　of　the　protain　extract　causes　smearing　in　gelelectrophoresis　owing　to　random
degradation　of　the　substrates．
　　In　conclusion，　our　method　wi11　be　a　convenient　routine　assay　of　mycoplasma　contamination　in　cultured
cells．
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培養細胞におけるマイコプラズマ感染の迅速，簡便な同定法
　　　　マイコプラズマ由来の制限酵素活性を利用して
　　　　　　　太原恒一郎1，渡部好彦2，小桧山政経1
1パリ大学ジャックモノー研究所，2　Place　Jussieu－Tour　43，75251　Paris　Cedex　o5，　France：
2京都大学薬学部，京都市左京区吉田下阿達町
　　　　　　　　　　　　　　　（指導；伊藤久雄教授）
　マイコプラズマは細胞内寄生体として知られ，宿主細胞に生化学的，免疫学的変化を引き起こす．このた
め培養細胞を用いる研究では，定期的にマイコプラズマ感染の有無を検索しなければならない．従来，マイ
コプラズマ感染の検出法として蛍光染色，酵素抗体法，PCR法等が用いられている．
　マイコプラズマ由来の制限酵素活性を測定することによって，マイコプラズマ感染細胞を同定する簡便で
かつ迅速な方法を開発したので報告する．即ち，マイコプラズマの感染を受けた細胞の抽出液はマイコプラ
ズマ由来の制限酵素活性を持ち，その認識部位を持つプラスミドDNAを切断する．この現象を利用して細
胞抽出液によるプラスミドDNAの切断を，マイコプラズマ感染を検出する方法として応用した．この方法
では104個の感染細胞より陽性と判断でき，その感度は蛍光染色法と同程度で，判定までの全過程は3時間以
内で可能であった．
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